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\ (54) Title: NANOCAPSULES HAVING A POLYELECTROLYTE ENVELOPE 
! (54) Bezeichnung: NANOKAPSELN MTT EINER POLYELEKTROLYTHULLE 




(57) Abstract: The invention relates to a method for producing nanocapsules or microcapsules with a diameter of 20 nm to 40 

j ?m. According to the inventive method, template particles are provided in an aqueous medium, electrically recharged with a poly- 

) electrolyte, recharged again with a second polyelectrolyte that is complementary to the first polyelectrolyte without intermediate 

" separating or washing steps, and continuing, if required, this process with alternately charged polyelectrolytes. 

*• (57) Zusammenfassung: Es wird ein Verfahren zur Herstellung von Nano- oder Mikrokapseln mit einem Durchmesser von 20 nm 

5 bis 40 ?m vorgeschlagen, wobei Templatpartikel in einem wassrigen Medium vorgelegt, mit einem Polyelektrolyten elektrisch um- 

) geladen werden, ohne Trenn- Oder Waschschritte mit einem komplementar zum ersten Polyelektrolyten geladenen zweiten Polyelek- 

* trolyten wieder umgeladen werden, und dieser ProzeB mit alternierend geladenen Polyelektrolyten gegebenenfalls weiter fortgesetzt 

* wird. 
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Nanokapseln mit einer Polyelektrolyfchulle 



Beschreibung 



Die Erfindung betrifft Nanokapseln, die mit einer in sich 
stabilen Hullschicht aus Polyelektrolyten umgeben sind, 
Verfahren zur Herstellung solcher Strukturen und 
Verwendungen der Strukturen. Die Erfindung betrifft auch 
eine Vorrichtung zur Herstellung der Nanokapseln. 

Bekannt sind Liposomen als eine biologisch sehr 
vertragliche Verpackungsf orm von verschiedenen Wirkstoffen. 
Die Bestandteile von Liposomen sind in hohen Dosen 
vertraglich und losen keine oder nur geringe 
Abwehrreaktionen des Immunsystems aus . Der Verwendung der 
Liposomen stent jedoch haufig ihre Empf indlichkeit 
gegenuber mechanischen, thermischen oder biologischen 
Einwirkungen entgegen. 

Eine Verlangerung der Lebensdauer von Liposomen kann durch 
die Zusammensetzung der liposomalen Membran erreicht 
werden, allerdings gehen dabei andere wimschenswerte 
Eigenschaf ten, wie etwa die Fusionskompetenz , verloren. 
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BlSher ^ daher vielfiltiga Anstrengungen untemcn, 
die schonende und biocompatible Art der Verpackung durch 
Lxposomen Bit H ilfe von stabilisierenden Zusatzen fur 
Anwendungen i n der Pharmazie und Tec nnik nutzbar zu machen 

bekanntes Verfahren zur Erhohung der Stability von 
Liposomen ist die Dotierung ihrer oberflache mit 
verschiedenen Polymeren, insbesondere m it Polyethylenglykol 
(PEG) Diese Komponenten bewirken eine steriscbe 

Abschirmung der Oberflache und verhindern so den direkten 
Angriff lytischer Komponenten, beispielsweise aus dem 
Blutsystem, an der Membran; z.B. "stealth liposomes" als 
liposomal Praparationen, bei denen die Liposomen mit einer 
Hulle aus PEG umgeben sind (D . D . Lasic , Liposomes - from 
physics to applications") . 

Andere bekannte Verfahren verwenden einen Schutz der 
liposomalen Membran durch Aufbringen von Zuckeroligomeren 
auf die Membranschicht, auch bier wird eine sterische 
Abschirmung der Membranoberf lache durch die auf gebrachten 
Komponenten erreicht. Die erhaltenen Strukturen konnen im 
Gegensatz zu den nicht modif izierten Liposcnen, eingefroren 
oder lyophilisiert werden. 

in der DE 198 52 928 . 7 ^ der WQ 00/28972 
vxelseitig modif izierbare , in sich stabile Hull strukturen 
auf liposomalen Templaten offenbart, die sich durch 
schichtweise Chemisorption von Polymeren oder Biomolekulen 
berstellen lassen. Das Verfahren erla ubt neben der 
Herstellung von Hullschichten und Nanokapseln auch die 
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biokompatible Modif ikation und Funktionalisierung der 
Oberf lache . 

Strukturen mit ahnlichem Aufbau konnen alternativ auch 
durch schichtweise Polyelektrolyt- Selbstassemblierung auf 
kolloidalen Templaten erzeugt werden (Caruso, F. (1998) 
Science 282:1111-1113, DE 198 12 083 Al , EP 0972563 Al bzw. 
WO 99/47253) . 

In der WO 00/03797 ist offenbart, dass sich Liposomen und 
andere biologische Template als Trager fur die Herstellung 
von Nanokapseln durch schichtweise Selbstassemblierung 
eignen . 

Bekannte Verfahren zur Herstellung solcher Strukturen sind 
die Vernetzung von Proteinen an Grenzflachen (US 5.498.421) 
Oder an der Oberf lache von Liposomen (Kupcu, S., Sara, M. 
und Sleytr, U.B., Biochem. Biophys. Acta, 1235 (2): 263-269 
(1995) ) . 

In der US 5308701 ist ein Verfahren offenbart, das den 
EinschluS unter anderem von Liposomen in Mikrokapseln aus 
Polyelektrolytschichten beschreibt . In der dort 

beschriebenen Losung wird jedoch eine Bindung des ersten 
Polyelektrolyts an die Lipidschicht vermieden. Die 
Liposomen in der US 5308701 werden vielmehr wie j eder 
andere geloste Stoff mit einem Tropfchen der sie umgebenden 
Polymerisierung mikroverkapselt . Die Liposomen wirken nicht 
als Templat der Mikrokapsel, im Ergebnis entstehen deutlich 
groSere Kapseln, die eine Vielzahl von Liposomen in ihrem 
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gelartigen Innern enthalten. Solche Mikrokapseln eignen 
sich aufgmnd ihrer GroSe nicht fur Anwendungen in der 
Blutzirkulation. 

Die bekannten Grundstrukturen haben weiterhin folgende 
Nachteile: 

Im US 5.498.421 wird eine Olphase als Matrix verwendet, 
die konsequenterweise nur den EinschluS von 
fettloslichen Substanzen erlaubt. Das schliefit eine 
Verwendung des Systems fur die Mehrzahl der Biopolymere 
aus . 

Die von Kupcu et al . verwendeten S -Layer -Proteine sind 
als hochimmunogene Strukturen nicht fur den Einsatz bei 
pharmaz.eutischen Tragern geeignet . 

Nachteilig bei den offenbarten liposomalen Strukturen und 
Verfahren zu ihrer Herstellung ist weiterhin die 
mangelhafte Biokompatibilitat sowie dass deren Auflosung an 
extreme Bedingungen wie hohe Temperaturen oder sehr 
niedrige pH-Werte gekniipft ist. 

Die bekannten Verfahren benutzen auSerdem uberschussiges 
Polyelektrolytmaterial, um eine moglichst dichte und 
reproduzierbare Beschichtung der Oberflache der Nanokapseln 
oder Liposomen zu erreichen, deshalb sind weitere 
Verfahrensschritte notwendig, um das uberschussiges 
Polyelektrolytmaterial wieder abzutrennen. Weiterhin ist 
fur die Beschichtung von Liposomen mit Polyelektrolyten 
kein konkretes Verfahren offenbart. Die allgemein 
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vorgeschlagenen Verfahren, so z.B. in WO 00/03797, sind 
nicht durchf uhrbar , da sich wahrend des Verfahrens nicht 
auflosbare Aggregate bilden . Ein weiterer Nachteil ist, 
dass alle Verfahren diskontinuierlich ablaufen, so daS die 
5 Nanokapseln oder Liposomen nicht gleichmaSig beschichtet 

we r den konnen . 

Aufgabe der Erfindung war daher die Bereitstellung eines 
kostengunstigen Verfahrens, das eine einfache Produktion 
10 des Templates, insbesondere Liposomen, erlaubt, die mit 

einer eigenstandigen Hiillschicht umgeben sind. 

Die vorliegende Erfindung lost dieses technische Problem 
durch die Bereitstellung von Nano- oder Mikrokapseln mit 

15 einem Durchmesser zwischen 20 run und 40 (im, wobei 

Templatpartikel in einem wassrigen Medium vorgelegt, mit 
einem ersten Polyelektrolyten elektrisch umgeladen werden, 
ohne Trenn- oder Wachschritte mit komplementar geladenen 
Polyelektrolyten wieder umgeladen werden, und dieser Prozefi 

20 mit alternierend geladenen Polyelektrolyten gegebenenf alls 

weiter fortgesetzt wird. Die alternierende Ladung der 
Schichten kann dadurch erzeugt werden, daS z.B. die erste 
Schicht aus anionischen oder uberwiegend anionischen 
Polyelektrolyten und die zweite Schicht aus kationischen 

25 oder uberwiegen kationischen Polyelektrolyten besteht . 

Templats im Sinne der Erfindung sind alle Matritzen, die 
mit dem erf iridungsgemafien Verfahren beschichtet werden 
konnen. Nach Bereitstellung der Matritzen oder Templats 
30 konnen die Partikel z.B. amphiphil beschichtet und in einem 
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weiteren Schritt mit einem Polyelektrolyt beschichtet 
werden, dass insbesondere eine zur Oberflache der 
Teilchenmaterialien entgegengesetzte Ladung aufweist. Zur 
Bildung von Mehrf achschichten werden die Templats anschlie- 
Send mit entgegengesetzt geladenen Polyelektrolyten behan- 
delt, d.h., abwechselnd mit kationischen und anionischen 
Polyelektrolyten. Die Polymers chicht en fugen sich auf den 
vorher geladenen festen Matrizen durch elektrostatische 
schichtweise Abscheidung von selbst zusammen und bilden so- 
eine mehrschichtige polymere Hulle um die festen Kerne. 

ErfindungsgemaE lassen sich solche Strukturen alternierend 
geladener Polyelektrolyten, z.B. durch Aufbringen von 2W ei 
oder mehr wasserloslichen jeweils komplementar geladenen 
Polyelektrolytschichten auf der Oberflache insbesondere von 
Liposomen herstellen, die zur Ausbildung elektrostatischer 
Wechselwirkungen befahigt sind. Die direkt 

aufeinanderfolgenden Polymerelektrolytschichten sind 

zueinander entgegengesetzt geladen. Eine beliebige Anzahl, 
mindestens aber zwei solcher Polymerelektrolytschichten, 
konnen auf der Oberflache der Liposomen abgeschieden 
werden. Polyelektrolyte im Sinne der Erfindung s±nd 
Polymere mit ionisch dissoziierbaren Gruppen, die 
Bestandteil oder Substituent der Polymerkette sein konnen 
und deren Zahl so groE 1st, daE die Polymeren in der 
dissoziierten Form wasserloslich sind. 1st die 
Konzentration der ionischen Gruppen fur eine 
Wasserloslichkeit nicht ausreichend, spricht man 
erfindungsgemaE von lonomeren. Polymere mit nur einer oder 
wenigen ionischen Gruppen sind Makroionen, z.B. 
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Makroanionen oder Makrokationen . Je nach Art der 
dissoziierbaren Gruppen unterteilt man im Sinne der 
Erfindung die Polyelektrolyte in Polysauren und Polybasen. 
Aus Polysauren entstehen bei der Dissoziation unter 
Abspaltung von Protonen Polyanionen, die sowohl anorganisch 
als auch organisch Polymere sein konnen . Beispielsweise fur 
Polysauren, deren Salze als Polysalze bezeichnet werden, 
sind: Polyphosphorsaure, polyvinylschwef elsaure , 

Polyvinyl sulfonsaure, Polyvinylphosphonsaure und 

Polyacrylsaure . Polybasen enthalten als pro- ionische 
Gruppen solche, die u.a. in der Lage sind, Protonen, z.B. 
durch Reaktion mit Sauren unter Salz-Bildung, aufzunehmen. 
Typische Polybasen mit ketten- bzw. seitenstandigen 
dissoziierbaren Gruppen sind Polyethylenimin, Polyvinylamin 
und Polyvinylpyridin . 

Polyelektrolyte, die sowohl anionische als auch kationsiche 
Gruppen als Substituenten in einem Makromolekul enthalten, 
sind im Sinne der Erfindung Polyampholyte . 

Polyelektrolyte dissoziieren zu Polyionen und den 
entsprechenden Gegenionen. Sie sind in der wassrigen Losung 
ihrer Gegenionen in der Regel gut loslich. Ihre 
Makromolekul e sind in Losungen infolge der 

elektrostatischen AbstoSung der ionischen Gruppen meist 
linear ausgerichtet ,- in nicht dissoziierter Form liegen sie 
dagegen als Knauelmolekul vor . Mehr- und polyvalente 
Gegenionen bewirken eine Vernetzung der Polyelektrolyte, 
die bis zu deren Unloslichkeit fuhren kann. 
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Polyelektrolyte konnen erf indungsgemafi so W ohl Biopolymere, 
wie z.B. Alginsaure, Gummi arabicum, Nucleinsauren, 
Pektine, Proteine u.a., als auch chemisch modifizierte 
Biopolymere, Z . B . Carboxymethylcellulose , Ligninsulf onate 
und sythetische Polymere, Z .B. Poly (meth) acrylsaure , 
Polyvinylsulfonsaure, Polyvinylphosphonsaure , 

Polyethylenimin sein. Weitere Polyelektrolyte sind dem 
Fachmann z.B. aus der WO 00/28972 oder WO 00/03797 bekarmt, 
die in den Of £enbarungsgehalt der Erfindung mit aufgenommen 



Es konnen z.B. solche Polymere zum Aufbau der 
Polyelektroschicht verwendet, die nicht 

strukturbildend, sondem auch' aktivitatstragend sind. 
Solche Hullen konnen zum Beispiel Bindungseigenschaften fur 
andere Molekule oder katalytische Eigenschaf ten besitzen. 
Unter den Proteinen finden sich z.B. solche Polymere mit 
strukturbildenden und aktivitatstragenden Eigenschaf ten, so 
kann beispielsweise Hamoglobin zum Aufbau der Hiillstruktur 
erfindungsgemaE genutzt werden. Die erfindungsgemaBen 
Nanokapseln konnen dann als Blutersatz verwendet werden. Es 
ist jedoch auch moglich, in die Polyelektrolytschicht 
Proteine zu integrieren, die vorkommende Merkmale anderer 
Proteine erkennen und binden konnen. Geeignete Proteine fur 
diesen Zweck sind insbesondere Lektine, biotinbindende oder 
antikorperbindende Proteine. Derartige Nanokapseln konnen 
die Glykosylierungen, antigene Epitope oder Biotingruppen 
auf Proteinen oder anderen Makromolekulen erkennen und 
diese Komponenten hochspezif isch binden. 



Copied from 102-10712 on 11/1 2/2004 



WO 0 1 /64330 PCT/EPO 1 /02397 



Als Ausgangsmaterial konnen Liposomen oder Templatpartikel 
verwendet werden, deren GroSe die der entstehenden 
Nanokapseln bestimmen. Geeignete Methoden zur Herstellung 
solcher Liposomen sind dem Fachmann bekannt . 
Erf indungsgemalS mussen die verwendeten Liposomen 
insbesondere die Bindung des wasserloslichen Polymers 
ermoglichen. Methoden fur die kovalente Koppelung in 
wassrigen Medien sind dem Fachmann bekannt und beinhalten 
unter anderem die heterof unktionelle und homof unktionelle 
Verkmipfung von Amino-, Thiol-, Hydraxo- , Hydroxo- , 
Acidwasserstof f - , Aldehyd- , Carboxylgruppen oder von deren 
aktivierten Estern in geeigneten Kombinationen. 

Die Interaktion zwischen dem Liposom und dem erstem 
Polyelektrolyten kann sich aufgrund des Charakters der 
Lipidschicht von den bevorzugten elektrostatischen 
Interaktionen zwischen den darauf f olgenden Schichten 
unterschieden. Eine mogliche Ausgestaltung der 

erfindungsgemaEen Lehre beinhaltet daher die Verwendung 
solcher amphipatischer Polymere oder Polyelektrolyten, die 
in Verbindung mit einer Lipidschicht ein geladenes Partikel 
ergeben. Beispiele fur solche Polyelektrolyte sind 
integrale oder membranstandige Proteine, amphipatische 
Polymere wie Alkylacrylate , alkylmodif izierte 

Zuckerpolymere und andere dieser Stoffe, sie natiirlichen 
oder synthetischen oder halbsynthetischen Ursprungs . 

In einem folgenden Schritt wird auf die mit dem ersten 
Polymer beschichteten Templatpartikel eine zweite Schicht 
mit einem anderen Polymer aufgebracht . Die Ladungen von 
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erstem und zweitem Polymer sind dabei zueinander 
komplementar . Erstes und zweites Polymer bilden an der 
Oberflache der Liposomen ein Netzwerk aus. 

Die verwendeten Polymere besitzen ein Zetapotential , das 
unter den Bedingungen der Reaktion verschieden von Null 
ist. Wichtige GroSen zur Beeinf lussung dieses Potentials 
sind der pH-Wert der Losung und die Ionenstarke . Zu den 
geeigneten Verbindungen zahlen eine Vielzahl von 
Polyelektrolyten, aber auch andere wasserlosliche Polymere 
xnit hinreichend polaren Gruppen. Zu den geeigneten 
Verbindungen gehoren z.B.: Polysaccharide wie Alginsaure, 
Chitosan, Pektin, Hyaluronsaure, Polymannuronsaure, 
Polygalacturonsaure, Heparin, Gummi Arabicum, Kara j agummi , 
Xanthangummi , Karragenan, Locus Bean Gum und die Salze 
dieser Verbindungen sowie carboxylierte, aminierte, 
hydrazylierte Dextrane, Starken, Levane, Inuline oder 
Agarosen . 

Weitere Verbindungen sind naturliche oder synthetische 
Proteine oder Peptide oder andere Homo- oder Heteropolymere 
aus Aminosauren, Oligonukleotide , DNA oder RNA in 
einstrangiger oder doppelstrangiger Form und in linearer 
oder zirkular geschlossener Form, synthetische Polymere, 
wie Polyacrylsauren, Polyacrylamide, Polyacrylsaureester , 
und andere Polymere aus Derivaten der Acrylsaure, 
Polyvinylpyrrolidone, Polyethylenimine , 

Polystyrensulfonsauren, Polyallylamine , Polyphosphazene und 
andere mehr . Weitere Verbindungen sind Hetero- oder 
Blockpolymere aus den oben zugrundeliegenden Monomeren. Es 
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gehoren weiterhin dazu Mischf ormen der auf gef iihrten 
Verbindungen wie glykosylierte Proteine, posttranslational 
modif izierte Proteine, Proteinkomplexe mit anderen 
Naturstof f en, Komplexe aus Proteinen und Nukleinsauren , 
5 Kopolymere aus Zuckern und Acrylaten und verwandte 

Verbindungen, insofern als alle diese Verbindungen 
insbesondere wasserldslich sein sollten. 



Nach zwei oder mehreren Beschichtungen erhalt man 
10 Polyelektrolyt-beschichtete Nanokapseln, bei denen 

insbesondere eine Lipidmembran mit einer aufieren Hulle 
umgeben ist . Diese Hulle verandert vorteilhaf terweise die 
Oberf lacheneigenschaf ten der Liposomen und erhoht deren 
Stabilitat. Sie kann z. B. durch Einwirkung chemischer 
15 Quervernetzer weiter verfestigt werden. 

Da die Beschichtungsreaktion nach dem erf indungsgemafien 
Verfahren insbesondere sehr schnell gefuhrt werden kann, 
konnen chemische Quervernetzer vorteilhaf terweise bereits 
20 zu Beginn der Reaktion der Suspension zugemischt werden und 

zweckmaBigerweise erst nach dem Ende der 

Beschichtungsreaktion aus der Suspension abgetrennt werden, 
wenn dies fur die nachfolgende Verwendung wesentlich ist. 

25 Das Verfahren erlaubt es, dass die Beschichtungsreaktion 

insbesondere innerhalb von wenigen Sekunden abgeschlossen 
sein kann, und selten linger als wenige Minuten dauert . 

Geeignete Vernetzer sind alle Verbindungen, die z.B. in der 
30 WO 00/28972 angegeben sind. Insbesondere Vernetzer, die die 
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elektrische Nettoladung der Polyelektrolyte nicht oder 
nicht wesentlich beeinf lussen. 



Die verwendeten Liposomen mussen insbesondere die Bindung 
es ersten wasserloslichen Polymers ermoglichen. Geeignete 
Komponenten zur Erzeugung solcher Liposomen sind geladene 
amphipatische Verbindungen, die sich in die Lipidschicht 
einlagern konnen, vor allem ohne diese zu zerstoren. Zu den 
geeigneten Verbindungen gehoren natiirliche oder 
synthetische Phospholipide und deren Derivate, insbesondere 
Phosphatidylserin, Phospatidylinositol , 

Phosphatidylglycerol oder Phosphatidsaure, aber auch 
Sphingolipide, Ceramide, Tetraetherlipide oder andere 
Etherlipide sowie geladene Derivate des Cholesterols wie 
Cholesterolsulfat, Cholesterolhemisuccinat, 
Dimetnylaminoethylcarbamoyl-Cholesterol und andere dieser 
Verbindungen. Zu den geeigneten Verbindungen gehoren 
weiterhin Alkylcarbonsauren, Alkylsulf onsauren, Alkylamine, 
Alkylammoniumsalze, Dialkylamine oder -ammoniumverbindungen 
wie DOTAP oder DOTIM , Phosphorsaureester mit langkettigen 
Alkobolen und weitere membranbildende oder membranstandige 
geladene Verbindungen. Ungeladene Membranbestandteile wie 
Phosphatidylcholin, Phosphatidylethanolamin, a-Tocopherol , 
Cholesterol und andere mehr konnen zusatzlich als 

membranbildende Komponenten verwendet werden . 

Die Liposomen als auch die verwendeten Polymere besitzen 
insbesondere- eine Vielzahl von Ladungen, die letztlich zu 
einer Bindung der Komponenten aneinander und zu den 
erfindungsgemafien Nanokapseln fuhren konnen. 
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Die Liposomen konnen uni- oder multilainellare 
Membranstrukturen besitzen. Bevorzugt sind uni- oder 
oligolamellare Liposomen mit einer GroSe zwischen 2 0 und 
5 1000 im, bevorzugt zwischen 50 und 500 nm, besonders 

bevorzugt zwischen 70 und 300 nm. 



Mit Vorteil ist es moglich, dass sich durch die schnelle 
Abfolge der einzelnen Mischprozesse die Aggregationsneigung 
10 der Mischungen verringert, so dass auch Beschichtungen bei 

hoheren Lipid- und Polymerkonzentrationen moglich sind, 
wobei insbesondere die Integritat der Liposomen im 
kontinuierlichen Beschichtungsverf ahren besser erhalten 
bleibt als beispielsweise beim diskontinuierlichen 



In einer bevorzugten Ausf uhrungsf orm ist die Mischkammer 
ein statischer Mikromischer , der zu einer besonders 
schnellen und gleichmaSigen Mischung auch geringer 
20 Flussigkeitsstrome f uhrt . Geeignete Mischer sind in der DE 

199 2 5 184A1 beschrieben. 



Diese Ausf uhrungsvariante des Verfahrens funktioniert 
weitgehend unabhangig von der Natur des zur Beschichtung 

25 verwendeten Liposoms oder Templates . Die Vorteile der 

schnellen, mengenop t imierten und zwischenschrit tf reien 
Herstellung von Nanokapseln lassen sich auch mit den bisher 
beschriebenen kolloidalen Liposomen oder Templaten nutzen. 
Vorteilhaft kann das Verf ahren bei der Herstellung von 

30 Polyelektrolythullen auf instabilen Templaten angewendet 
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werden. So lassen sich z.B. mit dem Verfahren auch 
Tropfchen einer 6l-in-Wasser-Emulsion stabilisieren. 

in einer weiteren bevorzugten Ausfiihrungsvariante der 
Erfindung werden die Liposomen nach der Beschichtung mit 
Polyelektrolyten aufgelost, vorzugsweise durch Auswaschen 
mit einem Detergenz . So konnen Strukturen in Form von 
Hohlkugeln entstehen, bei denen die Liposomen nach der 
Vernetzung aufgelost wurden. Dabei kann es z.B. zur 
Freisetzung von solchen Polymeren, die lediglich an der 
Lipidschicht, nicht aber untereinander gebunden sind, sowie 
zum Zerfall nicht hinreichend vernetzter Strukturen kommen. 
Die Nanokapseln lassen sich von diesen Zerf allsprodukten 
durch Sedimentation, Gelf iltration oder Ultrafiltration 
abtrennen . 

Geeignete Detergenzien zur Auflosung der innenliegenden 
Liposomen sind alkylierte Zucker wie etwa Octylglucosid, 
Salze der Cholsaure und ihrer Derivate, Alkylsulf onsauren, 
Polyoxyethylensorbitole oder ahnliche Verbindungen . Die 
Nanokapseln im Nanometerbereich im Sinne dieser Erfindung 
bestehen dann nur aus einem Polymergerust , dass die 
Oberf lache einer Kugel einnimmt . Die formgebenden Liposomen 
konnen insbesondere so entfernt werden, dass die GroSe der 
entstandenen Hohlkugeln durch die verwendeten Liposomen 
bestimmt ist. 

Die Permeability der Hullschicht der Nanokapseln kann 
vorteilhafterweise durch das Auswaschen der Liposomen 
wesentlich erhoht werden. Dieser ProzeS beinhaltet 
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beispielsweise die Passage von Detergensmolekulen und 
Mischmicellen durch die auSere Hullschicht. In gleicher 
Weise konnen Substrate und Produkte einer im Innern der 
Hohlkugel stattf indenden Reaktion ausgetauscht werden. Bine 
Anordnung zur Durchf uhrung solcher Reaktionen besteht 
vorzugsweise aus Hohlkugeln mit im Inneren befindlichen 
enzymatisch aktiven Stoffen mit hohem Molekulargewicht , 
deren Liposomen durch Detergenzien ausgewaschen wurden. 
Geeignete Stoffe fur einen solchen EinschluS sind 
insbesondere Enzyme Oder Ribozyme . Es ist jedoch auch 
moglich, lediglich die nicht gebundenen Polymere 
auszuwaschen, so daS die Lipidschicht erhalten bleibt . So 
konnen nur solche Stoffe ausgetauscht werden, die durch die 
Lipidschicht dif f undieren . Das sind amphiphile Molekule, 
wie beispielsweise Phenylalanin . Nanokapseln, die 
Phenylalanin- 4 -Hydroxylase oder Phenylalanin-Ammoniak-Lyase 
enthalten, konnen insbesondere zum Abbau bestimmter 
Aminosauren bei Phenylketonurie eingesetzt werden. 

In einer weiteren bevorzugten Ausf uhrung svari ante der 
Erfindung wird die Hullschicht aus Polyelektrolyten nach 
ihrer Abscheidung mit bif unktionellen Reagenzien kovalent 
vernetzt . 

In einer weiteren vorteilhaf ten Ausf uhrungsvariante des 
Verfahrens werden als Polyelektrolyte naturliche oder 
synthetische Polymere oder Mischformen dieser Verbindungen 
verwendet, beispielsweise Polysauren oder Polybasen. 
Polysauren werden unter anderem bei der Dissoziation von 
Polyanionen gebildet, wobei die Polyanionen anorganische 
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auch organische Pollers sein konnen. Polybasen 
Lten Gruppen, < 
Protonen auf zunehmen . 



enthalten Gruppen, die insbesondere in der Lage sind 



in exner weiteren Ausf uhrungsvariante der Erfindung 
umfassen die Polyelektrolyte Alginsauren, chitosan 
Nucleinsauren, Polynucleotide und/oder Proteine 

vorzugsweise Albumin, Myoglobin, Myoglobin, Antikorper 
Proteasen, cryoglobulin, Fibronectin, Collagen 
Vitronectin, Protein A, Protein g, Avidin, Streptavidin, 
Concanavalin A und/oder Wheat Germ Agglutinin. 

in einer weiteren Ausf uhrungsvariante des Verfahrens ist 
vorgesehen, da* in die Nanokapseln Wirkstoffe 
exngeschlossen werden. Wirkstoffe konnen beispielsweise 
bxologisch oder chemisch aktive Verbindungen sein, die in 
gerxngen Konzentrationen chemische. biochemische 

bxophysikalische und physiologische Prozesse, z B 
Stoffwechselprozesse, in Lebewesen gualitativ oder 
guantitativ so beeinf lussen, da* eine Aktivierung oder 
Hemmung bestimmter Prozesse erf olgt . Hierbei konnen 
bexspielsweise Wirkstoffe eingesetzt werden, die 
naturlicherweise innerhalb von Organismen .orkommen, wie 
beispielsweise Vitamine oder Hormone,- es ist j edoch auch 
moglxch, korperfremde Wirkstoffe einzusetzen, wie z B 
Biozide. 



In einer weiteren Ausf uhrungsvariante des Verfahrens ist 
vorgesehen, da* die Liposomen Phophat idyl serin 
Phosphatidylglycerol , Phosphatidsaure , Sphingolipide 
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Ceramide, Tetraetherlipide, cholesterolsulfat, 

Cholesterolhemisuccinat , Dimethylaminoethylcarbamoyl - 

Cholesterol, Alkylcarbonsaure, Alkylsulf onsauren, 

Alkylamine, Alkylammoniumsalze , Dialkylamine , DOTAP , DOTIM, 
' Phosphor saureester mit langkettigen Alkoholen, 

Phosphatidylcholin, Phosphatidylethanolarain und/oder a- 
Tocopherol umfassen. 

In einer weiteren Ausf uhrungsvariante der Erfindung wird 
die Beschichtung mit den Polymeren bei einer 
Lipidkonzentration kleiner 2 mM. durchgef uhrt . Bevorzugt 
sind Lipidkonzentrationen kleiner 1 mM, besonders bevorzugt 
kleiner 0,5 mM und ganz besonders bevorzugt kleiner 0,2 mM. 
Durch die gewahlten Verdunnungen ist es vorteilhaf terweise 
moglich, die Aggregationsbildung zu unterdrucken. 

In einer weiteren Ausf uhrungsf orm ist vorgesehen, daE bei 
dem Verfahren Liposomen mit 10 bis 5 0 Mol %, bevorzugt 3 0 
bis 5 0 Mol % und insbesondere 3 5 bis 4 5 Mol % geladenen 
Sterolen verwendet werden. 

ZweckmaSig ist es bei dem Einsatz von Phospholipiden mehr 
als 10 Mol%, bevorzugt mehr als 40 Mol% und besonders 
bevorzugt mehr als 60 Mol% zu verwenden. 

Mit Vorteil lasst die Menge des abgeschiedenen Polymers und 
damit die Dichte der erzeugten Schichten mit der Dichte der 
Ladungstrager auf dem Liposomen steuern. Dieser Befund ist 
insofern uberraschend , als die Ladungstrager in der 
liposomalen Membran beweglich sein konnen und relativ 
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gerxnge Anteile schon zur stochiometrischen Absattigung das 
Polymers ausreic.en. Wenn die Ladungstrlger selbst 
menxbranbildende Suhstan.en sind, wie etwa geladene 
Phospholipide oder deren Derivate oder auch geladene 
Dialkyle wie DOTAP ode, DOTIM, so konnen mit vorteil noch 
Mhere Mengen ^ ^ungstrdgern verwendet warden, in diesem 
Fall .erden bevorzugt Anteile zwischen 10 und 100% des 
Gesazntlipids verwendet, welter bevorzugt Anteile zwischen 
40 und 100 % und ganz besonders bevorzugt Anteile zwischen 
40 und 80% der genannten Substanzen. Eine weitere Erhohung 
der Ladungstragerdichte an der Oberflache iat 
vorteilhafterweise durch die Verwendung mehrfach geladener 
Gruppen moglich, etwa durch hohe Anteile der zweifach 
negativ geladenen Phosphatidsaure oder durch mehrfach 
geladen substituierte membranstandige Verbindungen , etwa 
Konjugaten aus S p ermin wd sterolen ^ ^ 
Olxgopeptiden und Phospholipiden oder solchen aus Heparin 
und Lipide n oder auch solchen aus 
multifunktionellen Verbindungen, etwa Oligo- ^ 
Polycarbonsauren oder Oligo- bzw. Polyaminen, und Lipiden 
Der Ubergang zu Lipid- Polyxnerkonjugat en 1st fliessend und 
dlS * enannten Beispiele konnen durch den Fachmann leicht 
weiter erganzt werden. 



in exner weiteren Ausf uhrungsvariante der Erfindung wird 
die Beschichtung m it den Polymeren bei einer 
Salzkonzentration groEer 50 mM durchgef uhrt . 



vorteilhafterweise ka nn die oichte der liposome 
badungstrager durch die maxi.ale Salzkonzentration de 
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L6s ung bestimmt werden, bei der noch eine vollstandige 
Bindung des Polymers an die Template erf olgt . Eine 
Durchfuhrung der Beschichtung bei einer moglichst hohen 
Salzkonzentration ist aus zwei Grunden vorteilhaf t : 

(i) salzkonzentrationen groSer als 50mM fuhren zu einer 
deutlichen Kompaktierung hochgeladener Polymere, da 
die intramolekulare Abstossung verringert wird. 
Dadurch ist eine dichtere Packung der Polyelektrolyte 
auf der Oberflache moglich. 

(ii) Eine nachtragliche Erhohung der Salzkonzentration des 
Mediums fuhrt nicht immer, aber in vielen Fallen zu 
einer Aggregation der Partikel, wohl durch partielle 
Destabilisierung der auSeren Polyelektrolytschicht . 
Eine Verringerung der Salzkonzentration ist j edoch 
unschadlich. 

insbesondere benotigt die Beschichtungsreaktion auch bei 
den Verdunnungen erheblich weniger Zeit, als nach dem Stand 
der Technik zu erwarten gewesen ware. Dieser schnelle 
Reaktionsverlauf ermoglicht den sinnvollen Aufbau eines 
kontinuierlichen Verf ahrens . 

Es wurde in diesem Zusammenhang weiterhin uberraschend 
festgestellt, dass die Phasenubergangstemperatur der 



liposomalen Membran 



Einfluss auf die 



Reaktionsgeschwindigkeit hat. So verlaufen die 

Beschichtungsreaktionen schneller, wenn die Lipidmembran 
oberhalb der ' Phasenubergangstemperatur beschichtet wird. 
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In einer bevorzugten Ausf uhrungsvariante der Erfindung i st 
vorgesehen, dass ein Reaktionszyklus in weniger als 20 
Minuten, bevorzugt in weniger als funf Minuten, besonders 
bevorzugt in weniger als einer Minute durchlaufen wird . 

in einer weiteren vorteilhaf ten Ausf uhrungsvariante der 
Erfindung wird bei der Beschichtungsreaktion oder nach 
deren AbschluG ein chemischer Vernetzer zugesetzt . 

in einer weiteren bevorzugten Ausf uhrungsvariante der 
Erfindung ist vorgesehen, dass die Templatpartikel eine 
GroBe zwischen 20 nm und 1000 nm, bevorzugt zwischen 50 nm 
und 500 nm und besonders bevorzugt zwischen 70 nm und 30 nm 
besitzen. 



In einer weiteren bevorzugten Ausf uhrungsvariante der 
Erfindung werden in einer Schicht zwei oder me hr 
voneinander verschiedene Polyelektrolyte gleichzeitig oder 
nacheinander auf gebracht . 

In einer bevorzugten Ausf uhrungsvariante sind die 
Templatpartikel Liposomen. 

Es kann zweckmaSig sein, dass die Templatpartikel in einer 
61-in-Wasser-Emulsion vorliegen. Insbesondere kann es 
zweckmafiig sein, dass die Emulsionen in ihrer Olphase 
Wirkstoffe enthalten. 

Bei einer bevorzugten Ausf uhrungsvariante der Erfindung 
weisen die Nanokapseln zuatzlich eine Lipidschicht auf, auf 
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der sich die Polyelektrolytschichten befinden. Die 
Lipidschicht kann beispielsweise die auSere Olschicht von 
Liposomen sein, die sich in der Nanokapsel befinden. 

5 Die Erfindung betrifft auch Strukturen, die im Inneren 

Lipidschichten enthalten, wobei im Inneren der Strukturen 
eine Flussigphase vorliegen kann. Prinzipiell ist es 
moglich, daE die Nanokapseln jede Flussigkeit, zu der im 
Sinne der Erfindung auch Suspensionen gehoren, in ihrem 
10 Inneren enthalten konnen. Beispiele fur Flussigkeiten sind 

beispielsweise Wasser, Puffer, Flussig-Aerosole und andere. 

Es kann zweckmaSig sein, wenn die Strukturen in ihrem 
Inneren eine nicht wassermischbare Olphase enthalten. 

15 

In einer weiteren Ausf uhrungs variant e der Erfindung 
befinden sich in den Strukturen Wirkstoffe. Wirkstoffe im 
Sinne der Erfindung sind Stoffe, die - in relativ kleinen 
Mengen vorkommend oder zugefuhrt - eine physiologische 
20 Wirkung entfalten konnen. Beispiele fur derartige 

Wirkstoffe sind Hormone, Vi t amine , Enzyme, Spurenelemente , 
Pharmaka, Futterzusatze , Dungemittel , 

Schadlingsbekampf ungsmittel und andere . 

25 Die Wirkstoffe im Sinne der Erfindung konnen unter anderem 

biochemische und physiologische Prozesse in Lebewesen 
qualitativ oder guantitativ im Sinne einer Aktivierung oder 
Hemmung beeinf lussen . 
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In einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform der Erfindung 
sind die Wirkstoffe Bestandteil der Polyelektrolytschicht 
Oder der Lipidschicht der Strukturen. Vorteilhaf terweise 
konnen so beispielsweise lipidlosliche Komponenten, wie 
beispielsweise f ettlosliche Vitamine, mit hohen 
Konzentrationen in die Nanokapseln eingebracht werden. 

In einer weiteren bevorzugten Ausf uhrungsf orm der Erfindung 
ist der Wirkstoff ein Katalysator, ein Biokatalysator , 
Pharmaka, ein Enzym, ein pharmazeutischer Stoff, ein 
Protein, ein Peptid, ein Oligonucleotid, ein Sensor, 
Nucleinsauren und/oder ein Kristall. Die Wirkstoffe konnen 
beispielsweise in die Nanokapseln eingeschlossen werden 
oder wenn sicb innerhalb der Nanokapseln Liposomen 
befinden, konnen die genannten wirkstoffe auch in die 
Liposomen eingeschlossen werden. In diesem Falle konnen 
Liposomen verwendet werden, welche die einzuschlieSenden 
Stoffe bereits enthalten. Methoden zur Herstellung solcher 
Liposomen sind dem Facnmann bekannt. Die verwendbaren 
Stoffe sind insofern spezifiziert als sie die Integritat 
der Liposomen nicht nachteilig beeinflussen sollten, wie 
etwa Detergenzien. Geeignete Stoffe sind z.B. Proteine, 
Peptide, Vitamine, Hormone, Kohlenhydrate Oder 

Nukleinsauren sowie Gemische derselben. Zu den geeigneten 
Stoff en gehoren weiterhin Antibiotika, Fungizide und 
antivirale Agenzien, Antikorper, Zytostatika und 
Immunsuppressiva, Analgetika, Anasthetika, Antidepressiva , 
Antidiabetika, Antihypertensika, Antikoagulatien , 

antiinf lammatorische , angstlosende , sedative, 

antiarrhythmische, antiarthritische Wirkstoffe, 
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Bronchodilatoren, hypoglykamische und hypolipidamische 
Wirkstoffe sowie Wirkstoffe zur Stimulierung der 
Erythropoese und apoptoseauslosende Stoffe. Fur den 
EinschluB von Cargomolekulen kann man ebenfalls von 
5 Liposomen ausgehen, die diese Stoffe bereits enthalten oder 

an denen solche Stoffe gebunden sind . Die eingeschlossenen 
oder gebundenen Stoffe verbleiben bei alien 

Reaktionsschritten in den innen liegenden Liposomen oder in 
der Lipidschicht . 

10 

Die Erfindung betrifft auch die Verwendung der 
erf indungsgemafien Nanokapseln als Container oder 
Transporter bei pharmazeutischen Zubereitungen. 



15 Die Verwendung der beschichteten Liposomen erfolgt 

insbesondere als Container und Transporter fur biologisch 
wirksame Stoffe. 



Aufgrund der Vielzahl von verwendbaren Komponenten lassen 
20 sich die beschichteten Liposomen und die lipidfreien 

Nanokapseln fur eine grofie Zahl von Anwendungen einsetzen. 
Die Verwendung der Nanokapseln erweitert das Spektrum der 
Tragermaterialien im Sinne eines drug targeting, eines 
Transf ervektors , einer Depotform oder fur eine 
25 Enzymersatztherapie . Dabei konnen die verwendeten 

Komponenten vorteilhaf terweise sowohl strukturbildend als 
auch aktivitatstragend sein. Die beschichteten Liposomen 
und die lipidfreien Nanokapseln lassen sich insbesondere 
aus Stoffen mit einer antigenen Wirkung herstellen oder aus 
30 solchen, die keine Immunantwort hervorrufen. 
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Die Verwendung der Nanokapseln wird moglich durch die 
Vorteile des erf indungsgemaEen Verfahrens, das erstmals die 
Vorteile des schonenden Einschlusses von Wirkstoffen in 
Liposomen mit einer effizienten Technologie zur 
Beschichtung von kolloidalen Partikeln kombiniert, die ohne 
den Einsatz von weiteren Hilfsstoffen ausgefuhrt werden 
kann und daher von besondere Vorteile bei pharmazeutischen 
Verwendungen erlaubt . 

Fur die Verwendung in Detektionssystemen sind enzymatische 
Oder fluorescierende Eigenschaften der Nanokapseln 
vorteilhaft. Geeignete Stoffe mit solchen Eigenschaften 
sind das Green Fluorescent Protein oder Phycobiliproteine . 
Andere geeignete Polymere lassen sich mit f luorescierenden 
Stoffen modifizieren. Geeignete Methoden dazu sind dem 
Fachmann an sich bekannt und beinhalten die kovalente 
Bindung des aktivierten Fluorophors an entsprechende 
Gruppen des Polymers oder die Komplexbildung von 
fluorescierenden Metallionen mit chelatisierenden Gruppen 
des Polymers . 

Dnter den Proteinen finden sich Polymere mit enzymatischer 
Aktivitat, etwa als Peroxidasen, Phophatasen, Proteasen, 
Dehydrogenases Glucosidasen und andere mehr. 

Nanokapseln mit einem solchen Aufbau konnen aber auch fiir 
eine zielgesteuerte Applikation von Arzneistof f en benutzt 
werden. Zu den hochspezif ischen Molekulen gehoren daher 
insbesondere solche, die mit der Oberflache von Zellen 



Copied from 10/ 10 ! Y? on 1 '! I 1, t?00 I 



WO 01/64330 



PCT/EPO 1/02397 



interagieren konnen. Komplementare Paare in diesem Sinne 
sind Antikorper und membranstandige Antigene, Lektine oder 
Selektine und membranstandige Antigene, Lektine oder 
Selektine und membranstandige Glykosylierungen, Hormone und 
deren Rezeptoren und andere mehr . Vorteilhaft ist der 
modulare Aufbau der Strukturen, der zum einen die Erzeugung 
einer offenen Anzahl von Spezifitaten auf einigen wenigen 
Hullschichten erlaubt, zum anderen einen sehr okonomischen 
Einsatz der letztlich spezif itatsbestimmenden Komponenten 
gestattet. Die Valenz der erhaltenen Struktur, das heiSt 
die Anzahl der oberf lachlich gebundenen 

spezif itatsbestimmenden Komponenten la£t sich leicht durch 
Titration verandern. Eine hohe Dichte dieser Komponenten 
ist gleichbedeutend mit einer hohen Aviditat und ermoglicht 
stabile interaktionen auch bei ungunstigen 

Bindungskonstanten der einzelnen Wechselwirkung, wie sie 
etwa zwischen MHC-Komplexen und T- Zell-Rezeptoren gegeben 



ist . 



In einer weiteren vorteilhaf ten Ausgestaltung der Erfindung 
werden Nanokapseln nach ihrer Entstehung mit anderen 
Stoffen modifiziert. Eine wichtige Variante dieser 
Ausgestaltung ist die Modif izierung der Oberflache der 
Nanokapseln mit Polyethylenglykol oder mit Zuckern oder 
anderen Polyalkoholen . Eine solche Beschichtung fuhrt zu 
Partikeln mit einer verbesserten Ver tragi ichkeit bei 
pharmazeutischen Anwendungen. Benutzt man die hier 
beschriebene ' Struktur zum EinschluE von Enzymen oder 
anderen Katalysatoren , so ist durch die dif f usionsof f ene 
Architektur eine hohe Verf ugbarkei t der eingeschlossenen 
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Aktivitat gewahrleistet . Bei der gewahlten GroSe im 
Mikrometer- und Submikrometerbereich sind die 

Diffusionswege zudem ex t rem kurz . Andere Anwendungen sind 
bei der Herstellung von Mikrokristallen bestimmter GroSe 
auf chemischen oder biochemischen Weg gegeben. 

in einer weiteren Verwendung kommen insbesondere solche 
Stoffe mit enzymatischer Aktivitat zum Einsatz, deren 
Substrate und Produkte durch die Hullschicht ausgetauscht 
werden konnen. 

Nanokapseln im Sinne der vorliegenden Erfindung besitzen 
eine dif f usionsof f ene Struktur, die den Austausch von 
Molekulen mit signif ikanter GroSe, etwa beim Herauslosen 
der Lipidschicht, zulaSt . GroSe Molekiile wie etwa Enzyme 
konnen jedoch von der Hullschicht zuruckgehalten werden. In 
weiteren erf indungsgemaSen Verwendungen der Nanokapseln 
sind diese mit solchen Enzymen gefiillt, die Reaktionen 
katalysieren, deren Substrate und Produkte die Hullschicht 
passieren konnen. Diese Art der Verpackung eines 
biologischen Makromolekuls in Nanokapseln hat gegenuber dem 
Stand der Technik den Vorteil extrem geringer 
Diffusionswege und einer damit verbundenen Erhohung der 
spezifischen Aktivitat des eingeschlossenen Enzyms . Daruber 
hinaus kann die Einwirkung von vernetzenden Agenzien, wie 
sie bei der chemischen Fixierung auftritt, vermieden 
werden . 

Es 1st jedoch auch moglich, signalgebende Systeme, wie etwa 
Meerrettich- Peroxidase oder alkalische Phosphatase oder 
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fluorescensmarkierte Makromolekule , in solche Nanokapseln 
einzuschliessen, die spezifische Bindungseigenschaf ten 
gegenuber anderen Stoffen aufweisen. Solche Systeme sind 
zur Detektion dieser anderen Stoffe geeignet, insbesondere 

5 in der medizinischen oder biochemischen Diagnostik. 

Vorteilhaf t gegenuber den Liposomen ist die Tatsache, da£ 
Nanokapseln stabil gegenuber Detergenzien sind, 
insbesondere auch gegenuber solchen Detergenzien, die zur 
Unterdruckung unspezif ischer Bindungen in solchen Verfahren 

10 eingesetzt werden, wie etwa Tween 20 oder Triton X-100. 

In einer Variante dieser erf indungsgemafien Verwendung sind 
die Nanokapseln selbst Trager des signalgebenden Systems . 
Vorteilhaf t werden Nanokapseln prapariert, deren Polymere 
15 f luorescierende Eigenschaf ten besitzen. Dabei werden 

f luorescierende Derivate von PI und/oder P2 zum Aufbau der 
Nanokapseln verwendet oder die Nanokapseln nach ihrer 
Herstellung mit f luorescierenden Stoffen kovalent 
verbunden. 

20 

In einer erf indungsgemaSen Verwendung der Nanokapseln sind 
diese so beschaffen, dafi sie spezifisch an Zielzellen von 
Saugetieren binden. Nanokapseln im Sinne dieser Verwendung 
besitzen eine oder mehrere Klassen von Liganden auf ihrer 
25 Oberflache, deren komplementare Bindungspartner sich auf 

der Oberflache der Zielzellen befinden. Nanokapseln mit 
solchen Eigenschaf ten sind Trager fur Therapeutika, die 
diese an eirte definierten Wirkort dirigieren. Die innere 
Lipidschicht der Hohlkugeln kann bei dieser Verwendung 
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erhalten bleiben, wenn es dem EinschluE der zu 
transportierenden Substanz dienlich ist. 

In einer Variance dieser erf indungsgemaSen Verwendung 
enthalten die Nanokapseln Stoffe, gegen die eine 
Immunantwort ausgelost werden soil. 

In einer vorteilhaf ten Variante dieser Ausgestaltung der 
Erfindung werden die Nanokapseln zum Transfer von 
Wirkstoffen in das Cytosol von Saugetierzellen benutzt. 
Diese Nanokapseln sind so beschaffen, dass sie von 
Saugetierzellen endozytiert werden. Nanokapseln fur diese 
Ausgestaltung der Erfindung bestehen aus einer Hullschicht , 
die von den Hydrolasen des Endosoms abgebaut werden kann . 
Sie werden daruberhinaus aus solchen Liposomen hergestellt, 
deren Membran mit der des endozytotischen Vesikels 
fusionieren kann. Vorteilhaf t bei dieser Ausgestaltung der 
erfinderischen Lehre ist die Tatsache, dass eine solche 
Fusion nicht zu einer Freisetzung lytischer endosomaler 
Aktivitaten in das Zellinnere fuhren kann. Nanokapseln fur 
diesen Verwendungszweck konnen mit unterschiedlichen 
Wirkstoffen beladen werden. Der beschriebene Transportweg 
ist jedoch von besonderem Vorteil beim Transport nicht 
membrangangiger biologischer Makromolekule , wie etwa 
Proteine, Peptide, Antikorper, Enzyme, Oligonukleotide , 
DNA, RNA, Hormone, aber auch von Antibiotika, Pungiziden 
und antivirale Agenzien sowie von Zytostatika. 
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In einer weiteren vorteilhaf ten Ausf uhrungsvariante der 
Erfindung ist vorgesehen, die Nanokapseln in der 
biochemischen Diagnostik einzusetzen. 

In einer weiteren vorteilhaf ten Ausf uhrungsvariante der 
Erfindung ist weiterhin vorgesehen, die Nanokapseln zur 
Herstellung von Mikrokristallen , Herbiziden, Pestiziden 
und/oder Pigmenten zu verwenden. Mikrokristalle im Sinne 
der Erfindung sind beispielsweise Werkstoffe, die aus einem 
Oder mehreren Materialien bestehen und eine mikroskopische 
Ordnung aufweisen. Es kann sich beispielsweise urn 
peptidmolekule handeln. Herbizide im Sinne der Erfindung 
sind Substanzen, die in der Lage sind, alle Wild- und 
Kulturpflanzen, die an ihrem jeweiligen Standort 
unerwunscht sind, in ihrer Entwicklung negativ zu 
modifizieren. Es kann sich beispielsweise urn 
Entblatterungsmittel, Krautabtotungsmittel oder andere als 
Aerosol, Flussigkeit oder Feststoff vorliegende Substanzen 
handeln. Die Herbizide in den erf indungsgemaSen Nanokapseln 
konnen sowohl in der Vorsaat, dem Vorauflauf und dem 
Nachauflauf der Kulturpflanzen eingesetzt werden. Die 
einzelnen Wirkstoffe konnen dabei so gewahlt werden, da£ 
die anmeldungsgemafien Nanokapseln in den Boden eingebracht 
werden, bzw. im Blattbereich der Pflanze. Entfalten die 
Herbizide ihre Wirkung direkt am Benetzungsort , handelt es 
sich insbesondere urn Kontaktherbizide . Im einzelnen konnen 
eingesetzt werden: Photosynthesehemmer , Atmungshemmer , 
Buckstof fhemmer, Keimhemmer, Carotinsynthesehemmer und 
andere. Pestizide im Sinne der Erfindung sind alle 
Zubereitungen, die Schadorganismen oder lastige Organismen 



Copied from 10240/12 on 11/12/2004 



PCT/EPO 1/02397 



unschadlich machen, vernichten oder ihrer Einwirkung 
vorbeugen konnen. Hierzu konnen beispielsweise Mittel gegen 
Fliegen, Bremsen, Mucken, Schaben, Wanzen oder Flohe und 
andere gehoren, wie auch Erzeugnisse, die gegen Ratten, 
Mause, Kafer oder Motten eingesetzt werden konnen. Pigmente 
im Sinne der Erfindung sind ein im wesentlichen 
unlosliches, anorganisches oder organisches, buntes oder 
unbuntes Farbmittel. 



zur 



Die Erfindung betrifft auch eine Vorrichtung 
kontinuierlichen Beschichtung von Liposomen in mehreren 
Polyelektrolytschichten, wobei in dem von einer Pumpe 
bewirkten Hauptfluss der Liposomen nach einem 
Dampfungsglied' fur jeden getrennt zugefiihrten, von einem 
Pumpe bewirkten Zufluss des auf zubringenden 

Polyelektrolyts, ein Mischer vorgesehen ist, wobei zwischen 
den Mischern jeweils ein Zeitglied angeordnet ist und 
zwischen den Purnpen fur das Einbringen der Polyelektrolyte 
und den Mischern jeweils ein Dampfungsglied angeordnet ist. 

Bestandteil der erf indungsgemafien Lehre ist demnach eine 
Apparatur zur kontinuierlichen Beschichtung von Liposomen 
mit mehreren Polyelektrolythullen . Dabei wird mit einer 
Pumpe ein konstanter Flu£ der Liposomenlosung in einem 
Schlauchsystem ermoglicht. Die zur Beschichtung benutzten 
Polyelektrolyte werden nacheinander in das Schlauchsystem 
eingefuhrt, wie in der Figur 1 gezeigt . Die Mischung der 
Reaktanden erfolgt durch hohen FluE oder mit dynamischen 
oder statischen Mischern an den Zuf iihrungspunkten . Das 
Volumen der Schlauchabschnit te zwischen den einzelnen 
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Mischpunkten ist dabei so bemessen, dass bei der gegebenen 
Flie£geschwindigkeit eine hinreichend lange Reaktionszeit 
bis zur Erreichung des nachsten Mischpunktes zur Verfugung 
steht . 

5 

Die Vorrichtung kann in einer besonderen Ausf uhrungsf orm so 
ausgebildet sein, dass die Schlauchleitung das Zeitglied 
bildet . 

10 Nanokapseln gemaE der hier vorliegenden Erfindung weisen 

mehrere Vorteile auf und sind hydrophile, permeable und 
detergensstabile Strukturen aus vernetzten Polymeren, die 
sich aufgrund der Vielzahl von verwendbaren Komponenten fur 
eine grofie Zahl von Anwendungen spezif izieren lassen. Die 

15 vorliegende Erfindung erweitert erheblich das Spektrum 

solcher Stoffe, die sich als Tragermaterialien im Sinne 
eines drug targeting, eines Transf ervektors , einer 
Depot form oder fur eine Enzymersat ztherapie verwenden 
lassen. Dabei konnen die verwendeten Komponenten sowohl 

20 strukturbildend als auch aktivitatstragend sein. Die 

beschriebenen Hohlkugeln lassen sich aus Stoffen mit einer 
antigenen Wirkung herstellen oder aus solchen, die keine 
Immunantwort hervorrufen. 

25 Bei dem anmeldungsgemaBen Verfahren, welches zahlreiche 

Vorteile gegeniiber dem Stand der Technik aufweist, wurde 
uberraschend gefunden, daS mit geeigneten 

Masseverhaltnissen eine praktisch vollstandige Bindung des 
eingesetzten Polymers an die Liposoraen moglich ist, so dass 

30 Trennungsschritte zwischen den einzelnen Beschichtungen 
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entfallen kannen. Dieser Umstand trfgt entscheidend _ 

Pr ° 2eS6k0n0raie V6rfto ^i- geeignete Mange des 

swells benotigten Schichtmaterials entspricht in etwa der 

maXlfflal mtBr ^ebenen Reaktionsbedingungen gebundenen 

Menge und ist daraus ableitbar. 

Zur Feststellung der fur das je weili ge Partial geeigneten 
^ ^ ^^trolyt titriert man in mehreren kleinen 
Ansatzen steigende Mengen Poller zu vorgelegter 
Partilcelsuspension und bestinunt anschlieEend die GroEe der 
Partial. Die Gr6Se der LipQsomen ^ ^ 
Aggegratbildung m it dem Poller schnell zu und 
uberscbreitet dann ein Maximum. Erreicht die GroEe mit 
steigenden Polymermengen vieder den ursprunglichen Wert 
dann wird die optimal zur Beschichtung geeignete Menge 
verwendet . 

Uberraschenderweise wurde bei einer Reihe von Polymeren, 
insbesondere bei Proteinen, eine geringe Neigung 2U r 
Bildung von Aggregaten £ estgestellt . Mit diesen stoffen 
konnen Partikel beliebiger Beschichtungsstuf en, also 
Templatpartikel oder bereits beschichtete Spezies zunachst 
so beschichtet .erden, dass es noc h zu keiner Umladung 
kommt. Diese wird dann durch weitere Zugaben von gleichem 
oder von gleichgeladenem, aber stofflich verschiedenem 
Polyelektrolyt erreicht. Auf diese Weise lassen sich 
einzelne Schichten etwas mit aktivitatstragenden Molekulen 
dotieren. Die dosierte Verwendung von spezifisch bindenden 
Komponenten ermoglicht eine Variierung der Bindungsstarke 
des Partikels. 
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Eine wichtige Variante der erf inderischen Lehre besteht 
darin, dass Liposomen schon im Prozess ihrer Entstehung mit 
komplementar geladenen Polyelektrolyten in Kontakt gebracht 
5 werden. Solche Liposomen enthalten sowohl eingeschlossene 

als auch aufien anhaftende Polyeletrolytmolekule . Die 
Aggregationsneigung verringert sich mit der Konzentration 
des Polyelektrolyts , bevorzugt werden weniger als 500 /zm/mg 
Lipid, besonders bevorzugt weniger als 150^g Protein/mg 
10 Lipid verwendet . 

In verduimter Suspension nach den oben beschriebenen 
bevorzugten Konzentrationen sind solche Partikel fur 
mehrere Minuten bis Stunden stabil und konnen nach dem 
15 erf indungsgeraaSen Verfahren weiter beschichtet werden. 

Vorteilhaft wirkt sich hier aus, dass auch beim EinschluE 
von Wirkstoffen keine Trenn- oder Waschschritte notwendig 
sind . 

20 Weiterhin wurde uberraschend f estgestellt , daS sich die 

Menge des abgeschiedenen Polymers und damit die Dichte der 
erzeugten Schichten mit der Dichte der Ladungstrager auf 
den Liposomen steuern lasst. 

25 Ein weiterer Vorteil gegenuber dem Stand der Technik ist, 

daS sich der unerwiinschte Prozess der Aggregatbildung durch 
sehr schnelles Mischen der Reaktionspartner und geeignete 
Verdunnungen ■ unterdrucken lasst. Ein weiterer Vorteil ist, 
daS die Dichte der liposomalen Ladungstrager durch die 

30 maximale Salzkonzentration der Losung bestimmt werden kann . 
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Bei bekannten Verfahren tritt bei der Herstellung solcner 
Gemische starke Aggregatbildung auf, die zur Flockung der 
Reaktionspartner f uhrt . Vorteilhaf ter lasst sich dieser 
-erwunschte ProzeE durch sehr schnelles Mischen der 
Reaktionspartner und geeignete Verdunnungen und dem 
unxnittelbar auf einanderf olgen der einzelnen Schritte 
unterdrucken laSt . 

im folgenden soil die Erfindung anhand von Beispielen naher 
erlautert warden, ohne dass die Erfindung auf diese 
Beispiele zu beschranken ist. 



Beispiele 

Verwendete Abkurzungen 



CTAB 


Ce ty 1 1 r ime t hyl ammoniumbr omid 


FITC 


Fluoresceinisothiocyanat 


PC 


Phospha t idyl chol in 


MES 


2- (N-Morpholino) -ethansulf onsaure 


PSS 


Polystyrensulf onsaure 


PEI 


Polyethylenimin 


DPPC 


Dipalmitoylphosphatidylcholin 


DPPG 


Dipalmitoylphosphatidylglycerol 


DOPE 


Dioleoylphosphatidylethanolamin 


CHEMS 


Cholesterinhemisuccinat 


Hepes 


N- (2-Hydroxyethyl)piperazin-N' - (2-ethansulf onsaure) 


PLL 


Poly-L-Lysin 


PAS 


Polyacryl saure 


BSA 


Rinderserumalbumin 
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Beispiel 1 

Nanokapseln aus Polystyrensulf onsaure und Polyethylenimin 

5 Herstellting der Liposomen 

400 mg PC aus Soja und 9,7 mg CTAB werden in Ethanol gelost 
und unter Vakuum bis zur Trockne eingedampf t . Der Lipidfilm 
wird anschlieEend mit einem Puffer (10 mM MES , 150 mM NaCl 
10 pH 6.5) rehydratisiert . Die Suspension wird dann mehrmals 

durch isopore Polykarbonatmembranen mit einer PorengroSe 
von 0 , 2 /im gedriickt . 

Beschichtung mit PSS 

15 

PSS (Mr 70000) wird mit einer Konzentration von 10 [ig/ml in 
MES-Puffer (10 mM pH 6.5) gelost. Die Liposomen werden mit 
dem gleichen Puffer so verdunnt, dass eine 
Lipidkonzentration von 2 00 /zg/ml erreicht wird. Gleiche 
20 Volumina beider Losungen werden unter Ruhren 

zusammengegeben. AnschlieSend wird die Suspension mittels 
Tangentialdialyse auf konzentriert . 

Beschichtung mit PEI 

25 

PEI (Mr 60000) wird mit einer Konzentration von 5 fig/ml in 
MES-Puffer (10 mM pH 6.5) gelost. Die mit PSS beschichteten 
Liposomen werden im gleichen Puffer soweit verdunnt, dass 
eine Lipidkonzentration von 200 ^g/ml erreicht wird. 
30 Gleiche Volumina beider Losungen werden unter Riihren 
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zusa^engegeben. AnschlieEend wird die Suspension mittels 
Tangentialdialyse auf konzentriert . 

Weitere Beschichtungen konnen wie in den beiden oberen 
Schritten aufgebracht werden. Die eingesetzte Menge Poller 
bindet hinreichend vollstandig an die Partikeloberf lache 
so dass keine Reinigungsschritte zwischengeschaltet werden 
miissen . 



Beispiel 2 

Analyse der entstandenen Strukturen 

Die intensity des von einer Partikel suspension erzeugten 
Streulichts wird in einer Apparatur zur dynamischen 
Lichtstreuung gemessen. Nach Zugabe von Detergenz sinkt die 
gemessene Intensitat bei Liposomen auf weniger als 5% des 
Ausgangswertes. Nach Beschichtung mit drei oder mehr 
Polymerschichten bleiben mehr als 40% der Intensitat 
erhalten. 



f reien 



Die Stability der so erhaltenen, liposomenfr 
Hohlkugeln wird durch Zugabe von NaCl gepruf t . Die Partikel 
sind mindestens gegenuber l M NaCl bestandig. 
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Beispiel 3 

Stabilitat der Strukturen im Serum 

Die beschichteten Liposomen aus Beispiel 1 werden durch 
5 Ultrafiltration auf konzentriert , so dass die 

Lipidkonzentration bei 1 mg/ml liegt und dann mit der 
gleichen Menge humanem Serum gemischt . Die Intensitat des 
von der Part ikelsuspension gestreuten Lichts wird in einer 
Apparatur zur dynamischen Lichtstreuung gemessen. 
10 Gleichzeitig wird die Grofie der Partikel bestiramt . 24 h 

nach der Zugabe des Serums sind mehr als 90% der Partikel 
in ihrer urspunglichen GroEe noch nachweisbar. 



15 Beispiel 4 

Herstellung fluorescierender Nanokapseln 

Modif izierunq von PEI 

20 10 0 mg PEI werden in 10 ml Boratpuffer (0.1 M pH 9.0) 

gelost und mit 1ml Fluorescein-Isothiocyanat (10 mg/ml in 
Dimethylf ormamid) versetzt. Die Mischung wird uber Nacht 
bei Raumtemperatur inkubiert . Fluorescierendes PEI wird 
mittels Gelfiltration an Sephadex G-25® gereinigt . Zur 

25 Elution der Saule wird ein Puffer aus 10 mM MES und 150 mM 

NaCl , pH 6.5 verwendet . Eluiertes PEI kann uber sein 
Streulicht in einer Apparatur zur dynamischen Lichtsreuung 
nachgewiesen- werden, die Fluoresceinmarkierung wird anhand 
ihrer Absorption detektiert. Fraktionen mit einem 
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konstanten Verhaltnis von Fluorescein zu PEI werden 
vereinigt und fur die nachfolgende Beschichtung genutzt. 

Herstellung der Liposomen erfolgt wie in Beispiel l. 

Beschichtung mit PSS erfolgt wie in Beispiel 1. 

Beschichtung mit modif iziertem PEI 

Fluorescein-markiertes PEI wird mit einer Konzentration von 
10 M g/ml in MES-Puffer (10 mM pH 6.5) gelost. Die mit PSS 
beschichteten Liposomen werden im gleichen Puffer soweit 
verdunnt, dass eine Lipidkonzentration von 2 00 Mg / m l 
erreicht wird. Gleiche Volumina beider Losungen werden 
unter Ruhren zusammengegeben . AnschlieSend wird die 
Suspension mittels Tangentialdialyse auf konzentriert . 

Weitere Beschichtungen konnen wie in den beiden oberen 
Schritten aufgebracht werden. Die eingesetzte Menge Polymer 
bindet hinreichend vollstandig an die Partikeloberf lache, 
so dass keine Reinigungsschritte zwischengeschaltet werden 
mussen . 

Beispiel 5 

EinschluB eines fluorescierenden Cargos 

Herstellung der Liposomen 

400 mg PC aus Soja und 9,7 mg CTAB werden in Ethanol gelost 
und unter Vakuum bis zur Trockne eingedampft. Der Lipidfilm 
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wird anschlieSend mit einer Carboxyf luoresceinlosung (100 
mM Carbixyf luorescein, 10 mM MES, 150 mM NaCl pH 6.5) 
rehydratisiert . Die Suspension wird dann mehrmals durch 
isopore Polykarbonatmembranen mit einer PorengroSe von 0,2 
5 fim gedruckt . 

Nicht eingeschlossenes Carboxyf luorescein wird durch 
Gelf iltration an Sephadex® G25 entfernt. 



Beschichtung 

10 

Die Liposomen werden wie in Beispiel 1 mit PSS und PEI 
beschichtet. Insgesamt werden funf Schichten auf gebracht , 
wobei die aufSere und die innere Schicht aus PSS bestehen. 



Beispiel 6 

Beschichtung mit PLL in Abhangigkeit von der liposomalen 
Ladungsdichte 



20 Herstellung der Liposomen 

10-10 0 mol-% DPPG und erganzende Mengen DPPC werden in 
Isopropanol gelost und unter Vakuum bis zur Trockne 
eingedampft. Der Lipidfilm wird anschlieEend in soviel 

25 Puffer (10 mM Hepes, 15 0 mM NaCl pH 7,5) rehydratisiert, 

dass eine Lipidkonzentration von 25 mM erreicht wird. Die 
Suspension wird mindestens einmal eingefroren, bei 50° C 
wieder aufgetaut und dann mehrmals durch isopore 
Polykarbonatmembranen mit einer PorengroSe von 2 0 0nm 

30 gedruckt . 
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Beschichtung mit PLL und Analyse der Strukturen 

PLL (70- 150 kDa) wird in einer Konzentration von 1 mg/ml 
in Puffer (10 mM Hepes pH 7,5) gelflst. 

Die unterschiedlichen liposomalen Formulierungen werden in 
Puffer (10 mM Hepes P H 7,5) auf eine Lipidkonzentration von 
0,2 mM verdunnt. 0 bis 250 M g PLL/mg Lipid werden in 
hochstens 0,2 ml Volumen vorgelegt und unter Rutteln mit 
lml der liposomalen Formulierungen versetzt. AnschlieSend 
werden die entstandenen Strukturen mittels dynamischer 
Lichtstreuung vermessen (siehe Figur 2) . 

Die GroEe der Liposomen nimmt durch Aggregatbildung mit dem 
Polymer schnell zu und iiberschreitet dann ein Maximum. 
Erreicht die GroSe mit steigenden Polymermengen wieder den 
ursprunglichen Wert, dann wird die optimal zur Beschichtung 
geeignete Menge verwendet . 



Beispiel 7 

Beschichtung mit PLL in Atohangigkeit von der 
Salzkonzentration 

Herstellung der Liposomen 

Wie in Beispiel 6, erganzend werden auch Liposomen mit 
0...4 0% CHEMS und erganzenden Mengen DPPC hergestellt. 

Beschichtung mit PLL und Analyse der entstandenen 

Strukturen 
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PLL wird in geeigneten Konzentrationen (0-230 fig/ml) in 
Puffer (10 mM Hepes pH 7,5) gelost . Die liposomalen 
Formulierungen werden in Puffer (10 mM Hepes pH 7,5) auf 
5 eine Lipidkonzentration von 0,2 mM verdunnt . 

Natriumchlorid-Losungen von 0 bis 5 M werden in Puffer (10 
mM Hepes, pH 7,5) hergestellt . In 96-well-Mikrotiterplatten 
wird eine Polymer-Salz-Matrix mit je 3 0 fil der 
verschiedenen PLL- bzw. NaCl-Losungen auf gebaut . Die 
10 Kavitaten einer Platte werden mit jeweils 24 0 fil einer 

liposomalen Formulierung versetzt und die Trubung bei 405 
run nach 10 Minuten gemessen. 

Die folgende Tabelle bezeichnet die geeignete Polymermenge 
15 (jxg PLL/mg Lipid) , die zur Generierung stabiler, nicbt 

aggregierter Strukturen benotigt wird. 



Liposomaler 

Ladungstrage Salzkonzentration 



r 









lOmM 


25mM 


5 0mM 


7 5mM 


lOOmM 


150mM 


3 0 0mM 


10 


% 


DPPG 


25 


100 


Aggr. 


Aggr. 


Aggr. 


Aggr. 


Aggr. 


33 


% 


DPPG 


60 


100 


130 


130 


150 


250 


Aggr. 


66 


% 


DPPG 


130 


150 


150 


150 


150 


170 


Aggr. 


100 


\ DPPG 


220 


230 


230 


230 


250 


270 


>300 


10 


% 


CHEMS 


25 


Aggr . 


Aggr. 


Aggr. 


Aggr. 


Aggr. 


Aggr. 


20 


% 


CHEMS 


' 25 


70 


Aggr. 


Aggr. 


Aggr. 


Aggr. 


Aggr. 


30 


% 


CHEMS 


60 


70 


100 


250 


Aggr. 


Aggr. 


Aggr. 
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40 % CHEMS ™ Ho" H5 no 240 Aii^: AiirT 



Salzstabilitat de r PLL-beschichteten Liposomen 

Liposomen, welche bei einer bestimmten Salzkonzentration 
mit einer geeigneten PLL-Menge beschichtet werden, so dass 
stabile Strukturen erhalten werden, sind bei Erhohung der 
Salzkonzentration instabil und bilden Aggregate. 



Beispiel 8 

Nanokapseln aus Albumin und Heparin 

Herstellunq der Liposomen 

2 0 mol-% DPPC und 8 0 mol-% DPPG werden in Isopropanol 
gelost und unter Vakuum bis zur Trockene eingedampft. Der 
Lipidfilm wird anschliefiend in soviel Puffer (10 mM Hepes, 
150 mM NaCl pH 7,5) rehydrat isiert , dass eine 
Lipidkonzentration von 25 mM erreicht wird. Die Suspension 
wird mindestens einmal eingefroren, bei 5 0 °C wieder 
aufgetaut und dann mehrmals durch isopore 

Polykarbonatmembranen mit einer PorengroEe von 2 00 nm 
gedruckt . 

Beschichtung mit Albumin und Heparin und Analyse der 
Strukturen 
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Die Polymere werden in den Konzentrat ionen von l mg/ml und 
5 mg/ml in Puffer (10 mM Natriumacetat, pH 4) gelost . Die 
Liposomen werden in Puffer (10 mM Natriumacetat, pH 4) auf 
eine Lipidkonzentration von 0,2 mM verdiinnt . Zu 50 ml 
5 dieser verdurmten Liposomen werden nacheinander geeignete 

Mengen der beiden Polymere (siehe Tabelle) zugemischt . Die 
jeweils eingesetzte Menge Polymer bindet hinreichend 
vollstandig an die Partikeloberf lache , so dass keine 
Reinigungsschritte zwischengeschaltet werden mussen. 

10 



Schicht (S) mg Polymer/mg Lipid 



SI 


BSA 


1, 00 


S2 


Heparin 


0, 33 


S3 


BSA 


4 , 75 


S4 


Heparin 


1,59 


S5 


BSA 


12, 66 


S6 


Heparin 


4 , 22 



Vernetzung der entstandenen Strukturen mit Glutaraldehyd 
15 und Auf konzentrierung 

Die erhaltenen Strukturen werden zur Vernetzung mit 
Glutaraldehyd versetzt. Die Reaktion erfolgt uber 2h bei 
37°C und einer Endkonzentration von 0,15% Glutaraldehyd. 
20 Dann wird mittels 1 M NaOH die Losung auf pH 7,5 

eingestellt . " AnschlieSend wird die Suspension mittels 



Copied from 10240712 on 11/12/2004 



WO 01/64330 



PCT/EPO 1/0239 7 



44 

Tangent ialdialyse gegen lOOmM NaCl dialysiert und dann 
konzentriert . 

Salzstabilitat der vemetzten Strukturen 

Die Stabilitat der erhaltenen Strukturen wird durch Zugabe 
von NaCl gepriift. Die Partikel sind mindestens gegeniiber 
150 mM NaCl bestandig. 

Beispiel 9 

Nanokapseln aus PLL und PAS 

Herstellung der Liposomen 

60 mol-% DOPE und 4 0 mol-% CHEMS werden in 
Isopropanol/Chloroform (3/1) gelost und unter Vakuum bis 
zur Trockene eingedampft. Der Lipidfilm wird anschliefiend 
in soviel Puffer (10 mM Hepes, 150 mM NaCl pH 7,5) 
rehydratisiert , dass eine Lipidkonzentration von 2 5 mM 
erreicht wird. Die Suspension wird mindestens einmal 
eingefroren, bei RT wieder aufgetaut und dann mehrmals 
durch isopore Polykarbonatmembranen mit einer PorengroBe 
von 200 nm gedriickt . 

Beschichtunq mit PLL und PAS und Analyse der Strukturen 

PLL (Mr 70... 150 kDa) und PAS (Mr 30 kDa) werden in den 
Konzentrationen lmg/ml und 5mg/ml in Puffer (10 mM Hepes, 
100 mM NaCl, pH 7,5) gelost. Die Liposomen werden in Puffer 
(10 mM Hepes, 100 mM NaCl, pH 7,5) auf eine 
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Lipidkonzentration von 0,2mM verdunnt. Fur die Herstellung 
der ersten Schicht werden 13 0 fj.g PLL/mg Lipid in hochstens 
lml Volumen vorgelegt und 5 0ml der Liposoraen zugespritzt. 
Fur die Herstellung der zweiten Schicht werden 55 /ig PAS/mg 
5 Lipid vorgelegt und die mit PLL beschichteten Liposomen 

zugespritzt. Mit den folgenden Schichten wird analog 
verfahren (siehe Tabelle) . Die jeweils eingesetzte Menge 
Polymer bindet hinreichend vollstandig an die 
Partikeloberf lache, so dass keine Reinigungsschritte 
10 zwischengeschaltet werden mussen. 

jig Polymer /mg 

Schicht (S) 

Lipid 



51 PLL , 130 

52 PAS 55 

53 PLL 200 

54 PAS 2 00 

55 PLL 850 

56 PAS 800 



Vernetzung der entstandenen Strukturen mit EDC und 
15 Auf konzentrierung 

Die entstandenen Strukturen werden zur Vernetzung mit EDC 
versetzt . Die Reaktion erf olgt iiber l2h bei RT und einer 
Endkonzentration von 50 mM EDC. Dann wird die 
20 Vernetzungsreaktion mit Kaliumacetat (Endkonzentration 100 
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*M> gestoppt. AnschlieGend wird die Suspension mittels 
Tangentialdialyse dialysiert und dann konzentriert . 

Salzstabilitat d er entstandenen Strukturen 

Die Stability der erhaltenen Strukturen wird durch Zugabe 
von NaCl gepruft. Die Partikel sind mindestens gegenuber 
15 0 mM NaCl bestandig. 



Beispiel 10 

Vertraglichkeit der Strukturen bei pfaarmazeutiscnen 
Anwendungen 

Liposomen mit chemisch vernetzten Polyelktrolythullen 
werden wie in Beispiel 8 Oder 9 hergestellt. 

Wistar-Ratten (mannlich, 25O...300g) werden mit 

regelmafiigem Tag-Nacht-Rhythmus und bei Futter ad libitum 
gehalten. Je zwei Tiere werden narkotisiert und erhalten 
500 nl der Partikelsuspensionen uber die Schwanzvene. Die 
Tiere werden uber verschieden lange Zeiten beobachtet und 
anschlieSend dekapitiert und seziert . 

Zur Injektion wurden im einzelnen verwendet: Beispiel 8, S4 
und S5 sowie Beispiel 9, S6 . 

Alle behandelten Tiere uberlebten die Injektion fur 
mindestens 24 Stunden. Bei keinem der Tiere wurde ein 
abweichendes. Verhalten vom Normalfall f estgestellt . 
Ebenfalls konnten keine kranknaften Veranderungen der 
Organe f estgestellt werden. 
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Beispiel 11 

Beschichtung einer Emulsion 

2g Olivenol, 8 , 5g Wasser, 120mg Phosphatidylcholin und 
250mg Glycerol werden gemischt und .fur zwei Stunden 
geruhrt . Anschlie&end wird die Emulsion im Dltraschallbad 
homogenisiert und einmal durch einen Polycarbonatf ilter mit 
einer Porenweite von 200nm extrudiert. Es entsteht eine 
Emulsion mit einer durchschnitt lichen PartikelgroSe von 315 



PLL (70-150 kDa) wird in einer Konzentration von lmg/ml in 
Puffer (lOmM Hepes pH 7,5) gelost . 

40 Ml der Emulsion werden in 10ml Puffer (lOmM Hepes pH 
7,5) verdunnt. 0 bis 5 0 /ig PLL werden vorgelegt und unter 
Rutteln mit 1ml der Emulsion versetzt . AnschlieSend werden 
die entstandenen Strukturen mittels dynamischer 
Lichtstreuung vermessen. Die GroSe der Partikel nimmt durch 
Aggregatbildung mit dem Polymer schnell zu und 
uberschreitet dann ein Maximum. Erreicht die Grofie mit 
steigenden Polymermengen wieder den ursprunglichen Wert, 
dann wird die optimal zur Beschichtung geeignete Menge 
verwendet. Geeignete Menge weiterer Polyelektrolyte fur den 
folgenden Schichtaufbau werden ebenfalls mit dieser Methode 
bestimmt . 

Nachfolgend soil die erf indungsgemaSe Vorrichtung anhand 
der Zeichnung in einem Ausf uhrungsbeispiel naher erlautert 
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werden. In der Zeichnung ist der prinzipielle Aufbau der 
Vorrichtung in einem Blockschaltbild dargestellt. 

Die Hauptflussstrecke der zu beschichtenden Nano- oder 
Templatpartikel wird von einer den Hauptfluss bewirkenden 
Pumpe 10, einem dieser Pumpe nachgeschalteten 
Dampfungsglied 20 und den Mischern 30, 31, 32, 33, 34, 3X 
gebildet, wobei zwischen diesen Mischern jeweils ein 
Zeitgiied 41, 42, 43, 44, 45, 4X angeordnet ist. 

Die Zuflussstrecken fur das Zufuhren der einzelnen 
Polyelektrolyten A, B, C, d, e, x werden jeweils von einer 
Pumpe 11, i 2/ 13, 14, 15, IX sowie jeweils einem zwischen 
der Pumpe und den Mischern 30 bzw. 31 bzw. 32 bzw. 33 bzw. 
34 bzw. 3X angeordneten Dampfungsglied 21 bzw. 22 bzw. 23 
bzw. 24 bzw. 25 bzw. 2X gebildet. 

Die einzelnen Baugruppen (Pumpen, Dampf ungsglieder , Mischer 
und Zeitglieder) sind in ihrer Anordnung mittels 
Schlauchleitungen verbunden. Das Volumen der jeweiligen 
Schlauchleitung zwischen dem Mischer 30 und 31 bzw. 31 und 
32 bzw. 32 und 33 bzw. 33 und 34 bzw. 34 und 3X bildet das 
Zeitgiied 41 bzw. 42 bzw. 43 bzw. 44 bzw. 45 bzw. 4X . Die 
Vorrichtung ist durch das Aneinanderreihen weiterer 
Zuflussstrecken (in der Zeichnung mit unterbrochenen Linien 
dargestellt) beliebig erweiterbar. 

Fur die Beschichtung von Liposomen mit mehreren 
Polyelektrolythullen wird die Liposomenlosung mit einer 
Pumpe in einem konstanten Fluss durch die Vorrichtung 
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gef uhrt . Die zur Beschichtung benutzten Polyelektrolyte 
werden nacheinander in das System der Hauptf lussstrecke 
eingefuhrt. Die Mischung der Reaktanden erfolgt mittels der 
Mischer 30, 31, 32, 33, 34, 3X an den Zuf uhrungspunkten . 
5 Das Volumen der Schlauchleitungen zwischen den einzelnen 

Mischern 30 bis 3X ist dabei so bemessen, dass bei der 
gegebenen Flie&geschwindigkeit eine hinreichend lange 
Reaktionszeit bis zur Erreichung des nachsten Mischers zur 
Verf ugung stent . 
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Patentanspriiche 



Verfahren ZU r Herstellung von Nano- oder 
Mikrokapseln mit einem Durchmesser von 2 0 nm bis 40 
[im, 

dadurch gekennzeichnet , dass 

- Templatpartikel in einem wassrigen Medium 
vorgelegt, 

- mit einem Polyelektrolyten elektrisch umgeladen 
werden, 

- ohne Trenn- oder Waschschritte mit einem 
komplementar zum ersten Polyelektrolyten 
geladenen zweiten Polyelektrolyten wieder 
umgeladen werden, 

- und dieser Prozefi mit alternierend geladenen 
Polyelektrolyten gegebenenf alls weiter 
fortgesetzt wird. 

Verfahren nach Anspruch 1, 
dadurch gekennzeichnet, dass 

ein Reaktionszyklus in weniger als 2 0 Minuten, 
bevorzugt in weniger als 5 Minuten, besonders 
bevorzugt in weniger als einer Minute durchlaufen 
wird. 

Verfahren nach einem der Anspruche 1 oder 2, 
dadurch gekennzeichnet, dass 



Copied from 10240712 on 11/12/2004 



PCT/EP01/02397 



bei einer Beschichtungsreaktion oder nach deren 
AbschluS ein chemischer Vernetzer zugesetzt wird. 

Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet , dass 

die Templatpartikel eine GroSe zwischen 2 0 nm und 
1000 nm, bevorzugt zwischen 5 0 nm und 500 nm und 
besonders bevorzugt zwischen 7 0 nm und 3 00 nm 
besitzen. 

Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet, dass 

in einer Schicht zwei oder mehr voneinander 
verschiedene Polyelektrolyte gleichzeitig oder 
nacheinander auf gebracht werden . 



Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet, dass 

eine Salzkonzentration von mehr als 50 mM in einer 
wassrigen Losung verwendet wird. 

Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet, 
die Templatpartikel Liposomen sind. 

Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet, 

die •Liposomen nach der Beschichtung aufgelost 
werden, vorzugsweise mit einem Detergens . 
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Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet , dass 

in die Liposomen Wirkstoffe eingeschlossen sind. 

Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet, dass 

zur Herstellung der Liposomen Phophatidylserin, 
Phosphatidylglycerol , Phosphatidylinositol , 

Phosphatidsaure, Sphingolipide , Ceramide, 

Tetraetherlipide, Cholesterolsulf at , 

Cholesterolhemisuccinat , 

Dime thylaminoethyl carbamoyl- Cholesterol, 
Alkylcarbonsaure, Alkylsulf onsauren, Alkylamine, 
Alkylammoniumsalze, Dialkylamine , N-[l-(2,3 

Dioleoy ( oxy) propyl ] -N, N, N- tr imethylammoniumchlorid , 
N- [1- (2,3 Dioley (oxy) propyl] -N, N, N- 1 rime thy 1 ammo - 
niumchlorid, Phosphorsaureester mit langkettigen 
Alkoholen, Phosphatidylcholin, 
Phosphatidylethanolamin und/oder a-Tocopherol 
eingesetzt werden. 



Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet, dass 

die Beschichtung mit den Polymeren bei einer 
Lipidkonzentration kleiner 2 mM bevorzugt kleiner 
1/xM, besonders bevorzugt kleiner 0,5 mM und ganz 
besonders bevorzugt kleiner 0,2 mM' durchgefiihrt 
wird. 
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12. Verfahren nach einem vorhergehenden Anspruche, 

dadurch gekennzeichnet, dass 

Liposomen mit 10 bis 5 0 Mol%, bevorzugt 30 bis 50 
Mol% und besonders bevorzugt 35 und 45 Mol% 
5 geladenen Sterolen verwendet werden. 



13. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet, dass 

mehr als 10 Mol%, bevorzugt mehr als 40 Mol% und 
besonders bevorzugt mehr als 60 Mol% Phospholipide 
verwendet werden. 

14. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet, 

die Lipidmembran oberhalb ihrer jeweiligen 
Phasenubergangstemperatur vorliegt . 

15. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet, 

die Templatpartikel als eine 6l - in - Was ser- Emulsion 
vorliegen . 

16. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet, dafi 

die Emulsionen in ihrer Olphase Wirkstoffe 
enthalten. 

17. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet, 



Copied from 10,> 10 'Y? on 1 1 I 1, t?00 ' 



PCT/EP01/02397 



dass als Polyelektrolyte naturliche, synthetische 
Plymere, Co- oder Blockpolymere aus mindestens zwei 
verschiedenen Monomeren, und/oder Mischformen 
dieser Verbindungen verwendet werden. 



Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet , 

als Polyelektrolyte Polysaccharide, naturliche oder 
synthetische Proteine, Peptide, Homo- oder 
Heteropolymere aus Minosauren, Copolymere, 
Blockpolymere und/oder die den synthetischen 
Polymeren zugrundeliegenden Momomere verwendet 
werden. 

Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet, dass 

als Polyelektrolyte Alginsaure, Chitosan, Pektin, 
Hyaluronsaure, Polymannuronsaure , 

Polygalacturonase, Heparin, Gummi Arabicum, 
Karajagummi, Xanthangummi , Karragenan, Locus Bean 
Gum und die Salze dieser Verbindungen sowie 
carboxylierte, aminierte, hydrazylierte Dextrane, 
Starken, Levane, Inuline, Agarosen, 

Polyacrylsauren, Polyacryl amide , 

Polyacrylsaureester, und andere Polymere aus 
Derivaten der Acrylsaure, Polyvinylpyrrolidone, 
Polyethylenamine, Polystyrensulf onsauren, 

Polyallyamine und/oder Polyphospazene verwendet 
werden . 
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Verfahren nach einem der vorhergehenden tospruche, 
dadurch gekennzeichnet, da£ 

als Polyelektrolyte Albumin, Hamoglobin, Myoglobin, 
Antikorper, Enzyme, Protease, Peptidase, 

Oxidoreductase, Lipase, Esterase, Mutase, 

Isomerase, Phospolipase , Aminotransferase, Acylase, 
Lyase, Hydrolase, a2 -Makroglobulin, Fibrinogen, 
Fibronectin, Collagen, Vitronectin, Protein A, 
Protein G, Avidin, Streptavidin, Concanavalin A 
und/der Wheat Germ Agglutinin verwendet werden. 

Strukturen in Form von Nanokapseln, hergestellt 
nach einem oder raehreren der Anspruche 1 bis 20. 

Strukturen nach Anspruch 21, 
dadurch gekennzeichnet, dass 

im Inneren der Struktur eine oder mehrere 
Lipidschichten sind. 

Strukturen nach Anspruch 22, 
dadurch gekennzeichnet, dass 

im Inneren der Struktur eine nicht Wasser-mischbare 
Olphase ist . 

Strukturen nach einem der vorhergehenden Anspruche, 

dadurch gekennzeichnet, dass 

im Inneren der Struktur Wirkstoffe sind. 

Strukturen nach einem der vorhergehenden Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet, dass 
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die Wirkstoffe Bestandteil einer Hullschicht sind. 

Strukturen nach einem der vorhergehenden Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet, dass 

die Wirkstoffe Katalysatoren, Biokatalysatoren, 
Pharmaka, Proteine, Oligonucleotide, Nucleinsauren, 
Kristalle und/oder Sensormolekule sind. 



Verwendung der Strukturen nach einem der Anspruche 
21 bis 2 6 als Container oder Transporter bei 
pharmazeutischen Zubereitungen . 



Verwendung der Strukturen nach einem der Anspruche 
21 bis 2 6 zur biochemischen Diagnostik. 

Verwendung der Strukturen nach einem der Anspruche 
21 bis 2 6 zur Herstellung von Mikrokristallen, 
Herbiziden, Pestiziden und/oder Pigmenten. 

Vorrichtung zur kontinuierlichen Beschichtung von 
Liposomen mit mehreren Polyelektrolytschichten, 
dadurch gekennzeichnet, dass 

in dem von einer Pumpe (10) bewirkten Hauptfluss 
der Liposomen nach einem Dampf ungsglied (2 0) fur 
jeden getrennt zugefuhrten , von einer Pumpe (11 
bis IX) bewirkten Zufluss des auf zubringenden 
Polyelektrolyts (A-X) , ein Mischer (30-3X) 
vorgesehen ist, wobei zwischen den Mischern (30-3X) 
jeweils ein Zeitglied (41-4X) angeordnet ist und 
zwischen den Pumpen (ll-ix) fur das Einbringen der 
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Polyelektrolyte (A-X) und den Mischern (30-3X) 
jeweils ein Dampf ungsglied (21-2X) angeordnet ist . 

31. Vorrichtung nach Anspruch 30, 

dadurch gekennzeichnet , dass 

die in der Hauptf lussstrecke angeordneten Mischer 
(3-3X) mittels einer Schlauchleitung verbunden sind 
und das Vo lumen der jeweiligen Schlauchleitung 
zwischen dem Mischer (30 und 31; bzw. 31 und 32; 
bzw. 32 und 33; bzw. 33 und 34;bzw. 34 und 3X) das 
Zeitglied (41 bzw. 42 bzw. 43 bzw. 44 bzw. 45 bzw. 
4X) bildet. 
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